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論 文 題 目 
  The presence of keratin 5 as an IgG Fc binding protein in human corneal epithelium.  
 
論文内容の要旨 
 免疫組織化学（Immunohistochemistry; 以下 IHC）は、注目する分子の組織内局在を調べる方法として広く
用いられている。本手法の原理は、薄切した組織切片上で注目分子に特異的に結合した抗体を、発色もしくは蛍
光にて検出するものであり、得られた染色像を適切な陰性対照と比較することによって注目分子の組織内局在情
報を得る。注目分子に対して特異的に結合する一次抗体と一次抗体検出用の標識抗一次抗体抗体（二次抗体）を
組み合わせて用いる手法が現在最も主流である。IHCにおいては、事前に組織片のブロッキング処理を行うこと
でタンパク質の非特異的な吸着を防止する措置がとられる。しかしながら、適切なブロッキング処理をしたにも
関わらず、陰性対照において無視することのできない染色像が観察されることがあり、正確な分子の組織内局在
情報を収集する上で大きな妨げになる。眼の領域においては、ヒト角膜上皮組織に対してウサギ免疫グロブリン
G（IgG）由来の抗体を用いた場合に無視することのできない染色像が再現性良く出現し、本領域の研究を制限す
る原因の一つにもなっていた。この現象はヒト角膜上皮内成分とウサギ IgGと間に特異的な相互作用があること
を意味するが、これまでにその相互作用機序が詳細に解析されることは無く、この機序解明を目的として本研究
を実施した。 
組織標本には、6 μmに薄切したヒト角膜の未固定凍結切片を用いた。氷冷アセトンにより組織を固定、10% 
ヤギ血清を用いてブロッキング処置を行った後、陰性対照グレードのウサギIgGおよび蛍光標識抗ウサギIgG抗
体をそれぞれ一次抗体および二次抗体として用いて、蛍光顕微鏡下で観察した。また、ウサギ IgG の F(ab’)2
断片、Fc断片および抗ヒトkeratin 5マウスモノクローナル抗体（B27.1）それぞれを一次抗体とし、各々に特
異的な標識二次抗体を用いて同様に蛍光染色像を観察した。次に、ヒト角膜上皮ホモジネート中のタンパク質を
2次元電気泳動（以下2D-PAGE）により分離・展開した後、ウェスタンブロットの手法により、ウサギIgG Fc
断片あるいはB27.1抗体に結合するタンパク質スポットを特定し、ペプチドマスフィンガープリンティング法（以
下PMF）によりタンパク質を同定した。 
陰性対照グレードのウサギ IgGを一次抗体として、常法にしたがいヒト角膜組織切片の IHCを行うと、角膜
上皮細胞の細胞質領域に明確な染色シグナルが認められた。また、このシグナル強度は角膜基底層から最表層に
至るまで全層にわたりほぼ一様であった。ウサギIgGのF(ab’)2断片およびFc断片をそれぞれ用いて同様にIHC
を行ったところ、Fc 断片を用いた場合のみに IgG を用いた場合と同様の染色像が示された。このことから、ヒ
ト角膜上皮成分とウサギ IgGの相互作用は、通常の抗原―抗体反応ではなく、IgGのFc領域を介した結合であ
ることが示された。どのような角膜上皮細胞内成分がウサギ IgG Fc部位に結合するのかを明らかにするため、
角膜上皮由来タンパク質を2D-PAGEにより分離した後、ウサギ IgG Fc断片を用いたウェスタンブロット法に
より結合タンパク質を検出した。その結果、分子量約55 kDaで塩基性（pI=7.5～9.0）を示す複数のタンパク質
スポットがFc結合性を示し、PMF解析、B27.1抗体を用いた IHCならびにウェスタンブロットの結果、いず
れの結合タンパク質も中間径フィラメントタンパクのケラチン5であることが判明した。 
以上の結果より、ヒト角膜上皮細胞内に存在するケラチン5にはウサギ IgG Fc領域と特異的に結合する性質
があること、そのようなケラチン5の性質がIHC像に強く影響を与えるということが示された。 
冒頭で示したヒト角膜のIHCにおける特徴的な現象は過去に報告されてはいたが、その機序に上皮細胞中のケ
ラチン5タンパクが関わるということは本研究で初めて明らかにされた。ケラチンは細胞の骨格を維持する中間
径フィラメントタンパクであり、角膜上皮の他にも、表皮や口腔粘膜上皮等にも発現している。したがって、こ
れらの組織においてもIHCの際には相応の注意が必要であると考えられた。 
扁平重層上皮の角膜上皮は、下層から基底層、中間層、表層と機能的に異なる3つの細胞層で構成されるが、
角膜上皮のケラチン5の発現量は各層ほぼ一様であり、他の扁平重層上皮（表皮や口腔粘膜上皮）とは異なる発
現パターンであることも本研究で明白になった。表皮に比べて眼表面上皮は脆弱で外界のウイルスや細菌による
攻撃を受けやすく、IgAや IgG 等の免疫グロブリンを豊富に含んだ涙液が眼表面の防御に寄与している。また、
ヒトIgGがウサギIgGと同様にヒト角膜上皮に結合することもすでに確認されている。これらの事実から角膜上
皮が障害されると、細胞から露出したケラチン5が涙液中のIgGを障害部位に留め、障害部位の防御能を一時的
に増強させるであろうことが推察される。角膜上皮に発現するケラチン5には細胞骨格を維持することとは別に、
“生体に外来異物が侵入する危険性を低減させる”そのような生体防御的な役割もあるのではないかと考えられ
た。 
